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RESUMO

REIS, Camila Audrey dos.  Expressão e atividade de MMP-2 e MMP-9 durante o
desenvolvimento do intestino delgado de ratos. 2019.  40 páginas. Dissertação
(Mestrado  em  Ciências  Biomédicas)  -  Universidade  Estadual  de  Ponta  Grossa.
Ponta Grossa, 2019.

As metaloproteinases de matriz (MMPs) 2 e 9 são enzimas bem estudadas quanto
aos seus papéis no remodelamento dos tecidos, seja em condições patológicas ou
durante o processo de morfogênese. No entanto,  quanto ao desenvolvimento do
intestino delgado (ID) e seu crescimento que inicia na vida intrauterina e continua
após o nascimento, ainda há poucos relatos sobre o papel dessas MMPs. Portanto,
este estudo teve como objetivo avaliar a expressão e atividade da MMP-2 e MMP-9
durante o desenvolvimento intrauterino e pós-natal do intestino delgado do rato. Os
intestinos foram coletados de ratos no 15º e 18º dia de vida intrauterina (IU) e no 3º,
10º,  17º,  25º  e  32º  dia  após  o  nascimento.  As  amostras  foram submetidas aos
métodos  de  zimografia,  imuno-histoquímica  e  histoquímica.  Os  resultados
mostraram que não houve atividade e expressão de MMP-2 e MMP-9 no intestino
delgado  durante  as  fases  de  vida  intrauterina  avaliadas.  Na  vida  pós-natal  não
houve expressão e atividade da MMP-2, mas apenas a expressão e atividade da
MMP-9 foram detectadas nos tempos avaliados. A MMP-9 foi imunolocalizada nas
células  caliciformes  das  vilosidades  e   em   células   da  lâmina  própria.
Posteriormente,  células identificadas como mastócitos pelo método Tricrômico de
Masson foram encontradas em regiões que  coincidem com aquelas  onde  foram
encontradas células imuno-coradas. Com isso sugere-se que  a MMP-2 e MMP-9
podem não ter função durante o desenvolvimento do intestino delgado nas idades
avaliadas no trabalho. No entanto, a MMP-9 foi detectada nas células caliciformes e
na lâmina própria após o nascimento, indicando uma possível atividade relacionada
à defesa imunológica durante o crescimento pós-natal do intestino delgado.

Palavras-chave: desenvolvimento, imuno-histoquímica, intestino  delgado de rato,
metaloproteinase, zimografia.



ABSTRACT

REIS, Camila Audrey dos.  Expression and activity of MMP-2 and MMP-9 during
development of rat small intestine. 2019. 40 páginas. Dissertação (Mestrado em
Ciências  Biomédicas)  -  Universidade  Estadual  de  Ponta  Grossa.  Ponta  Grossa,
2019.

Matrix metalloproteinases (MMPs) 2 and 9 are well studied enzymes for their roles in
tissue remodeling, either under pathological conditions or during the morphogenesis
process. However,  regarding  the  development  of  the  small  intestine  (ID)  and  its
growth that begins in intrauterine life and continues after  birth,  there are still  few
reports about the role of these MMPs. Therefore, this study aimed to evaluate the
expression  and  activity  of  MMP-2  and  MMP-9  during  intrauterine  and  postnatal
development of rat small intestine. Intestines were collected from rats on the 15th
and 18th day of intrauterine life (IU) and on the 3rd, 10th, 17th, 25th and 32nd day
after birth. The samples were submitted to zymography, immunohistochemistry and
histochemistry  methods. The  results  showed  that  there  was  no  activity  and
expression  of  MMP-2  and  MMP-9  in  the  small  intestine  during  the  evaluated
intrauterine life stages. In postnatal life there was no expression and activity of MMP-
2,  but  only  the  expression  and  activity  of  MMP-9  were  detected  at  the  times
evaluated. MMP-9 was immune localized into villi  goblet cells and lamina propria
cells. Subsequently, cells identified as mast cells by the Masson's Tricromic method
were found in  regions that  coincide with  those where immuno-stained cells  were
found. Thus, it is suggested that MMP-2 and MMP-9 may have no function during the
development of the small intestine at the ages evaluated at work. However, MMP-9
was  detected  in  goblet  cells  and lamina  propria  after  birth,  indicating  a  possible
immune defense-related activity during postnatal growth of the small intestine. 

Keywords:  development,  immunohistochemistry,  rat  small  intestine,
metalloproteinase, zymography.
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1. INTRODUÇÃO

Dentro do vasto mundo animal, os mamíferos representam uma grande parcela

e podem ser encontratos nos mais variados habitats, como os morcegos dotados da

capacidade de voar, as baleias e o peixe-boi no meio aquático e uma infinidade de

mamíferos que ocupam o meio terrestre, dentre os quais o homem.

Assim,  em função da  grande  diversidade de  mamíferos  existentes  torna-se

relevante todos os estudos que tenham enfoque em dois aspectos:  a relação do

animal com o seu meio ambiente e a relação entre os componentes de seu ambiente

interno, representados pelo conjunto de diferentes tipos celulares que compoem o

organismo. Estudar a relação dessas células e tecidos em nível celular, molecular e

microscópico permite o entendimento das relações do organismo (animal) com o seu

meio externo anteriormente mencionado. Dentro desse último aspecto está o estudo

dos processos de desenvolvimento de órgãos e sistemas e, embora os mamíferos

sigam o mesmo padrão de desenvolvimento inicial  na formação do organismo e

tenham  as  funções  gerais  já  bem  estabelecidas,  ainda  existem  aspectos  não

totalmente elucidados que podem diferenciá-los, seja na morfologia, na fisiologia ou

no processo de desenvolvimento de cada órgão.  

Tendo  essas  idéias  como  princípios  de  investigação  e  pelo  acúmulo  de

conhecimento já existente no laboratório de biologia celular e do desenvolvimento da

UEPG sobre o desenvolvimento do intestino delgado de ratos, neste trabalho nos

interssou avaliar  a expressão e atividade das MMP-2 e MMP-9 durante algumas

fases do desenvolvimento do intestino delgado tanto na vida intrauterina quanto pós-

natal.  Denominadas de metaloproteinases de matriz  (MMPs)  essas enzimas são

responsáveis pela remodelação dos componentes da matriz extracelular não apenas

durante o desenvolvimento mas também em várias condições patológicas sendo

isso  já  amplamente  descrito  na  literatura.  Entretanto,  na  literatura  pesquisada  e

apresentada  na  revisão  dessa  dissertação,  além  do  trabalho  realizado  no

laboratório,  não  existem  relatos  da  avaliação  dessas  MMPs  durante  o

desenvolvimento do intestino o que tornou essa abordagem nova e interessante.

Neste  trabalho  foram  utilizados  dois  métodos;  um  foi  a zimografia  que  se

baseia na eletroforese das amostras em gel contendo um substrato para as MMPs
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com posterior incubação com tampão de ativação (que força a ativação das MMPs

quando presentes no gel),  e a imuno-histoquímica que localiza em qual tecido ou

célula as MMPs são expressas sem indicar se estão ativas ou não.  Além disso,

como  os  resultados  da  zimografia  e  principalmente  da  imuno-histoquimica

mostraram marcação em células específicas semelhantes a mastócitos, ainda foi

realizada uma coloração tricrômica para confirmar se as células eram realmente

mastócitos.

Apesar dos resultados terem sido diferentes daqueles previstos pela hipótese

formulada,  os achados levantam interessantes discussões sobre a expressão da

MMP-9 como componente de células que integram o sistema imunológico. Também

apontam para futuras abordagens experimentais considerando a relação entre  o

sistema  imunológico  e  as  fases  do  desenvolvimento  do  intestino  delgado.

Esperamos que a leitura dessa dissertação também possa despertar outras idéias e

contribuições para esse campo de investigação dentro da pesquisa básica sobre o

desenvolvimento do sistema digestório de mamíferos.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O  objetivo  geral  deste  estudo  foi  verificar  a  expressão  e  atividade  das

metaloproteinases  MMP-2  e  MMP-9  durante  as  fases  de  15  e  18  dias  de  vida

embrionária, e pós-natal, de 3, 10, 17, 25 e 32 dias na região do jejuno do intestino

delgado de ratos.

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

-  Identificar  a  expressão  de  MMP-2  e  -9  na  região  do  jejuno  por  imuno-

histoquímica;

- Analisar a atividade enzimática de MMP-2 e -9 por zimografia;

- Relacionar uma possível expressão de MMP-2 e -9 com a morfogênese do

jejuno nas fases pré e pós-natal avaliadas.
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3. REVISÃO DE LITERATURA

3.1. INTESTINO DELGADO DE MAMÍFEROS

O intestino delgado (ID) é um órgão tubular localizado na cavidade abdominal e

que  compõem  o  sistema  digestório.  É  um  órgão  essencial  para  a  nutrição,

absorvendo  moléculas  como  carboidratos,  proteínas  e  lipídios,  provenientes  da

digestão dos alimentos. Esses nutrientes são então distribuídos para todo o corpo

por uma rede vascular altamente integrada (CHIN, et al., 2017). Além de participar

da  nutrição,  o  ID  também tem uma importância  imunológica,  agindo  como uma

barreira  contra  microorganismos  potencialmente  patogênicos  (TURNER,  2009;

CLEVERS e BEVINS, 2013; SALZMAN et al, 2003, CHU et al, 2012; GOMES et al,

2010). 

O ID tem sua porção proximal ligada ao estômago e continua em direção distal

até o intestino grosso. Em humanos, possui cerca de 3 centímetros de diâmetro e 6

metros de comprimento. É formado por 3 segmentos: duodeno, jejuno e íleo (Fig 1),

sendo o jejuno a maior porção do ID, com aproximadamente 3 metros de extensão

(KARARLI, 1995; WALTON, et al., 2016).  
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Todos  os  segmentos  do  intestino  delgado  possuem  camadas

histologicamente definidas, denominadas de camada mucosa, submucosa, muscular

e serosa (Fig 2). A camada mucosa (camada mais superficial do ID e estudada neste

trabalho) é formada por um epitélio cilíndrico simples com diferentes células (Fig 3),

entre elas: os enterócitos, responsáveis pela absorção dos nutrientes (compreendem

mais  de  80%  de  todas  as  células  epiteliais  intestinais);  as  células  caliciformes,

produtoras de mucinas; as células de Paneth, sintetizadoras de lisozimas; e por fim,
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as células enteroendócrinas, secretoras de hormônios gastrointestinais.   Também

fazem  parte  da  mucosa  a  lâmina  própria,  sendo  essa  uma  camada  de  tecido

conjuntivo na qual as células epiteliais se apoiam, e a camada muscular da mucosa,

que  compreende  uma  camada  fina  de  músculo  liso  que  separa  a  mucosa  da

submucosa  (KARARLI,  1995;  BARBARA,  BRINK  e  ROBERTS,  2003;  NOAH,

DONAHUE e SHROYER, 2011).   Ao longo do tubo intestinal,  a  parede do ID é

repleta de vilosidades (ou vilos), estruturas digitiformes que se projetam em direção

ao lúmen (espaço por onde passa o alimento), formadas por tecido conjuntivo da

camada mucosa e revestidas pelo epitélio  intestinal.  Essas projeções ampliam a

área de absorção intestinal de 30m2 em cerca de 6,5 vezes num humano adulto

(HELANDER e FÄNDRIKS, 2014; WALTON, et al., 2016). 

3.2. DESENVOLVIMENTO DO INTESTINO DELGADO

Durante a gastrulação de mamíferos, os folhetos embrionários endoderme,

mesoderme e ectoderme estão presentes como uma estrutura plana em forma de

disco, formando camadas (SPENCE, LAUF e SHROYER, 2011; ZORN e WELLS,

2009;  GUEN  et  al,  2015;  SHAHBAZI,  2016;  DEGLINCERTI,  2016).  Após  o

dobramento latero ventral do embrião trilaminar, a endoderme forma um tubo (Fig 4),

que dará origem à toda porção epitelial do intestino delgado (SMITH et al., 2000,

DAUÇA et. al, 1990). Em ratos, o fechamento do tubo intestinal está completo por

volta do 9º dia de vida intra-uterina (SPENCE, LAUF e SHROYER, 2011; LEWIS e

TAM, 2006).
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Até aproximadamente  o  14º  dia  de  vida  intrauterina,  o  epitélio  do  intestino

delgado  sofre  uma  intensa  proliferação  (Fig  5),  e  se  torna  um  epitélio

pseudoestratificado,  ocluindo lúmen (WALTON et al,  2012;  KARLSSON, 2000).  A

recanalização, ou reabertura do lúmen intestinal ocorre e entre o 15º e 17º dia de

vida em ratos pela perda de adesão entre as células epiteliais e apoptose  (CHIN, et

al., 2017).

Na sequência, esses processos de apoptose e perda de adesão continuam,

resultando em espaços entre as células do epitélio pseudoestratificado, chamados

de lúmens secundários. Há então uma fusão entre o lúmen primário com o lúmen

secundário por volta dos 17 dias de vida intrauterina em ratos. Uma combinação

entre  a  junção  dos  lúmens,  e  o  contínuo  crescimento  do  mesênquima  (tecido

mesodérmico situado abaixo do epitélio que dará origem ao tecido conjuntivo) em

direção ao lúmen resulta na formação dos pré vilos intestinais (NOAH, DONAHUE e

SHROYER, 2011).  Esses vilos crescem mantendo na sua base células que irão

constituir, no animal adulto, as criptas de Lieberkuhn (glândulas tubulares entre as

vilosidades com capacidade proliferativa e que abrigam células secretoras) (CHIN, et

al., 2017). Durante esse processo, o epitélio passa a ser colunar simples e à medida

que as células das criptas se dividem, elas diferenciam-se e são empurradas em

direção ao topo das vilosidades. Uma vez que alcançam o ápice da vilosidade, as

células sofrem apoptose (SHYER et al, 2013; MCAVOY e DIXON, 1978). Após a
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formação das vilosidades, a proliferação epitelial se restringe às criptas  (CHIN, et al,

2017; KORINEK, et al, 1997; BELL, et al, 2013). 

Pouco depois do início da formação das vilosidades, o epitélio começa a sofrer

diferenciação,  dando  origem  no  adulto,  às  células  caliciformes,  células

enteroendócrinas  e  enterócitos  (SPENCE,  LAUF  e  SHROYER,  2011;  VAN DER

FLIER  e  CLEVERS,  2009;  NOAH,  DONAHUE  e  SHROYER,  2011;  NOAH  e

SHROYER, 2013). 

Após  o  nascimento,  mamíferos  imediatamente  passam  a  se  alimentar

exclusivamente de leite. Em torno do 17º dia de vida de ratos, o leite é gradualmente

substituído por alimentos sólidos (HENNING, 1981). Portanto, durante as primeiras

três semanas de vida pós-natal, devido à sincronização com os alimentos, as células

epiteliais  do  intestino  delgado  passam  por  vários  processos  morfológicos  e

fisiológicos de adaptação,  incluindo o  ritmo circadiano de proliferação celular  ou

apoptose (SOARES et al., 2009). 

3.3. METALOPROTEINASES

As metaloproteinases de matriz (MMPs) pertencem a uma ampla família de

endopeptidases  dependentes  de  Zn2+.  São  sintetizadas  por  uma  variedade  de

células na forma de zimógenos, que podem ser posteriormente ativados por outras

enzimas  proteolíticas,  ou  menos  frequentemente,  auto-ativados.  São  reguladas

principalmente por uma família de inibidores específicos, os TIMPs (do inglês tissue

inhibitor of metalloproteinases) (WOESSNER, 1994; VU e WERB, 2000; MITTAL, et

al., 2016). 

A  família  MMP  é  composta  por  28  membros  (23  destes  expressos  em

vertebrados),  que  são  classificados  de  acordo  com  a  estrutura,  função  e

especificidade de substrato, dividindo-se em: colagenases (MMP-1, -8, -13 e -18);

gelatinases (MMP-2 e -9); estromelisinas (MMP-3, -10 e -11); matrilisinas (MMP-7 e

-26); ligadas à membrana (MMP-MT-14, -15, -16, -17, -23, -24 e -25); e subgrupos

não classificados (MMP-12, -19, -20, -21, -27 e -28) (VISSE e NAGASE, 2003; LU, et

al., 2011).
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De forma geral, as MMPs consistem em quatro domínios (Fig 6), sendo um

domínio  catalítico,  uma  região  de  dobradiça,  um  pró-domínio  N-terminal,  e  um

domínio C-terminal do tipo hemopexina. O domínio catalítico contém dois íons zinco

e  dois  ou  três  íons  cálcio.  O  primeiro  íon  Zn2+ presente  no  sítio  ativo  participa

diretamente de processos catalíticos e o segundo íon Zn2+ é estrutural. Os íons de

cálcio são necessários para estabilizar a estrutura do domínio. Um domínio adicional

do tipo âncora transmembranar pode ser encontrado nas MMPs ligadas à membrana

(MMPs-MT) (ZITKA et al., 2010; MITTAL, et al., 2016). Diferentes das demais MMPs,

as  gelatinases  possuem três  repetições  de  tipo  II  de  fibronectina  em sequência

dentro da porção N-terminal do domínio catalítico, região importante para a ligação

com  proteínas  da  matriz  (STEFFENSEN  et  al.,  1995;  SHIPLEY  et  al.,  1996;

OVERALL et al., 2000).

Essas  enzimas  são  responsáveis  pela  remodelação  tecidual  por  meio  da

degradação de componentes da matriz  extracelular  (MEC) e membranas basais.



16

Com o avanço das pesquisas na área é cada vez mais evidente a influência das

MMPs nas  interações  célula-célula  e  célula-matriz  e  na  liberação  de  fatores  de

crescimento ligados à matriz extracelular (ZITKA, et al, 2010). Durante o crescimento

embrionário  e  a  morfogênese  dos  tecidos,  faz-se  necessária  a  interrupção  das

barreiras da matriz para permitir  os processos de migração celular e a remodelação

do microambiente matricial,  processos estes que estão ligados à capacidade das

MMPs de degradar  colágeno e  outros  componentes  estruturais  da  matriz  (VU e

WERB, 2000; AMAR, SMITH e FIELDS, 2017). 

A MMP-2 (ou gelatinase A)  é expressa constitutivamente em quase todos os

tecidos (GARG et al., 2009), sendo capaz de hidrolisar colágenos tipo I, IV, V, VII, X

e XI,  fibronectina,  elastina,  laminina e outras moléculas.  Sua ativação se dá por

clivagem autocatalítica na superfície celular, sustentada  por um complexo composto

por uma metaloproteinase de membrana de tipo 1  (MT1-MMP) associada a um

inibidor tecidual de metaloproteinase 2 (TIMP-2) (OVERALL et al., 2000). 

A  MMP-2  está  envolvida  em  diversas  funções  fisiológicas  e  patológicas,

incluindo  reparação  de  tecidos  (LUO  et  al.,  2018)  processos  inflamatórios  e

angiogênese  (MITTAL,  et  al.,  2016).  Além  disso,  os  papéis  de  MMP-2  e  seus

inibidores, TIMP-1 e TIMP-2, em invasão de tumores e metástases são de particular

interesse, já que o desequilíbrio entre proteinase e inibidores pode contribuir para a

progressão  tumoral  (CHANG  e  WERB,  2001).  Sua  relação  com  tumores  já  foi

verificada em diferentes órgãos, incluindo o de esôfago e mama (MURRAY et al.,

1998; TALVENSAARI-MATTILA et al., 2003). 

A MMP-9 (também conhecida como gelatinase-B) é uma proteína sintetizada

por  uma  ampla  variedade  de  células,  incluindo:  macrófagos,  fibroblastos,

granulócitos,  células  T,  células  dendríticas,  células  epiteliais,  queratinócitos,

osteoblastos, mastócitos e possivelmente outras (KANBE, et al., 1999; MITTAL, et

al., 2016). É capaz de hidrolisar colágenos tipo III, IV, V e XIV, agrecanos, elastinas e

entractina.  A MMP-9  também  é  capaz  de  ativar  citocinas  e  TGF-β e  converter

plasminogênio  em  angiostatina  (NAGASE,  VISSE  e  MURPHY,  2006;  BARROS,

2006, SHIOMI et al., 2010).
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A regulação da atividade proteolítica da MMP-9 é necessária para o reparo

bem sucedido dos tecidos durante a cicatrização.  É rapidamente expressa como

uma  resposta  às  lesões,  mantendo  a  alta  expressão  durante  a  cicatrização  e

declinando após a re-epitelização (MAURIS et al., 2014).

Ao contráro da MMP-2, a MMP-9 apresenta um acentuado aumento na sua

regulação  em resposta  à  estímulos  inflamatórios  (NAITO  e  YOSHIKAWA,  2005;

GARG et al., 2009). Em um estudo verificou-se que uma citocina pró-inflamatória, a

interleucina 1 beta (IL-1b) foi capaz de induzir a expressão de MMP-9 (OLSZEWSKA

et al., 2016).

Hong e colaboradores (2011),  descobriram que,  em camundongos knockout

para  MMP-2  e  -9  infectados  com  bactérias  Gram-positivas  patogênicas,  os

leucócitos  são  incapazes  de  erradicá-las  na  ausência  dessas  enzimas.  Embora

ambas  enzimas  sejam  reguladas  no  tecido  pulmonar  de  camundongos  normais

infectados,  apenas MMP-9 está presente em leucócitos ativados. Os autores ainda

sugerem  com  esses  achados,  que  MMP-9  auxilia  diretamente  na  fagocitose

bacteriana e consequentemente, na defesa do organismo.

Além  das  funções  já  citadas,  encontramos  inúmeros  outros  trabalhos

mostrando a relação entre as MMPs e processos biológicos, como: a regulação da

ovulação e ciclo menstrual (CURRY e OSTEEN, 2003), progressão tumoral (LUO, et.

al., 2009; LIU, XIANG  e JIA, 2006; MARCHENKO, et. al., 2001; KIM et al. 2013; YU

et al., 2014), fibroses (JIROUSKOVA et al., 2012; YU et al., 2012; JARA et al., 2015),

escleroses (CHEN et al., 2017), processos inflamatórios (GUTIERREZ-FERNANDEZ

et al., 2007; MOON et al., 2008;  LI et al., 2009; ACIOGLU et al., 2010; DETWILLER

et al., 2013; MARCHANT et al., 2014), desenvolvimento pulmonar (KRALJEVIC, et

al,  2015),  desenvolvimento  renal  (LEGALLICIER  et  al.,  2001;  ARNOULD  et.  al.

2009), desenvolvimento neural (AYOUB et al., 2005; AUJLA e HUNTLEY, 2014) e

também na metamorfose em anfíbios (HASEBE, et. Al, 2006). MMPs também são

alvos  de  investigações  que  visam  encontrar  potenciais  biomarcadores  ou

desenvolver estratégias terapêuticas (GONÇALVES et al.,  2009; VANDOOREN et

al., 2013; HONG et al., 2015).
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Apesar  de  existirem  muitas  pesquisas  sobre  a  expressão  e  atividade  das

MMPs, bem como suas funções, nota-se que no desenvolvimento e diferenciação do

intestino delgado, os estudos sobre MMPs ainda são escassos, o que justifica o seu

estudo  para  melhor  compreender  o  papel  dessas  enzimas  durante  o

desenvolvimento  intestinal  aliado  às  alterações  morfológicas  e  funcionais  que

ocorrem durante seu crescimento.
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4. MATERIAL E MÉTODOS

O Comitê de Ética em Pesquisa Animal da universidade aprovou o uso dos

ratos no estudo. Número do protocolo:12790/2010.

4.1. ANIMAIS

Dois (2) ratos Wistar machos adultos da colônia da Universidade Estadual de

Ponta Grossa foram acasalados com cinco (5) fêmeas adultas na proporção de 1: 3

e 1: 2, à noite. Na manhã seguinte, o líquido vaginal foi coletado e espalhado em

uma lâmina para detectar a presença de espermatozoides. Duas (2) fêmeas prenhes

foram separadas para coletar  os  fragmentos do intestino delgado dos embriões.

Para  as  análises  pós-natal,  os  filhotes  que  nasceram  das  fêmeas  restantes

amamentaram normalmente até a coleta nas idades determinadas. Todos os ratos

foram mantidos sob condições convencionais com ciclo claro /  escuro de 12h  a

25ºC e receberam ração balanceada do Nuvital Brasil e água ad libitum.

4.1.1. Coleta das amostras:

Para a coleta do material embrionário as fêmeas prenhes foram brevemente

anestesiadas  com  halotano  (Sigma,  EUA),  mortas  por  deslocamento  cervical  e

dissecadas para a retirada dos embriões. O intestino total de seis (6) embriões foram

coletados no 15º e outros seis no 18º dia de de gestação, 3 para zimografia e 3 para

imuno-histoquímica. 

Após o nascimento,  os filhotes permaneceram com as mães até as idades

avaliadas  de  3,  10,  17,  25  e  32  dias,  onde  3  ratos  machos  por  idade  foram

anestesiados e mortos por deslocamento cervical para retirada de 2 fragmentos do

jejuno (por animal), 1 para a imuno-histoquímica e outro para a zimografia. 

4.2. ZIMOGRAFIA

As amostras individuais (n = 3 por tempo avaliado) foram homogeneizadas em

500ul de tampão de extração (Tris-HCl 50mM pH 7,5, CaCl 5mM e NaCl 0,9%). O

homogenato resultante foi centrifugado a 15.000g por 15min a 4ºC e o sobrenadante

coletado  foi submetido à quantificação de proteínas totais pelo método de Bradford

(1976). Após a quantificação, 0,1 µg de proteína total de cada amostra foi diluída  em

tampão Laemmli não reduzido e submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida a
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12%, contendo 5% de gelatina, por 3 h. Os geis foram então lavados duas vezes (15

minutos cada) em 2,5% de Triton X-100 sob agitação e em seguida imersos em

tampão de ativação (CaCl 2 M; HCl 1M) durante 16 horas a 37 °C. Por fim, os géis

foram corados com Comassie Blue  e imersos em solução descorante  até que as

bandas da  gelatina  degradada  fossem visíveis.  Para  fins  de  demonstração  dos

resultados, 3 amostras por idade (com quantidades iguais de proteína total) foram

misturadas para a produção de um gel representativo dos resultados. O mesmo se

deu para os testes de inibição descritos a seguir.

4.2.1. Testes de inibição de proteases:

Para confirmar a natureza das MMPs, testes de inibição foram aplicados ao

gel adicionando 1,10-fenantrolina e EDTA 5mM (inibidores de MMPs); iodoacetamida

1mM (inibidor de cisteínases) ou fluoreto de fenilmetilsulfonilo (PMSF)  2mM (inibidor

de serinases) ao tampão de ativação.

4.3. PROCEDIMENTOS HISTOLÓGICOS

Em cada embrião (n = 3) foi realizada uma secção transversal ao nível toráxico

antes da imersão em paraformaldeído 4% onde permaneceram por 48 horas. Após o

nascimento, os fragmentos de jejuno obtidos para as análises histológicas foram

imersos em paraformaldeído a 4% / tampão fosfato 0,1 M, pH 7,4, por 48 h. As

amostras foram desidratadas em soluções crescentes de etanol (70% a 100%), por

60 minutos cada, à temperatura ambiente, e diafanizados em xilol, por 2 vezes, por

30 minutos cada, à temperatura ambiente. O material foi emblocado em parafina e

os  blocos  foram  seccionados  em  micrótomo  para  obter  cortes  longitudinais

semisseriados de 5 µm que  foram montados em lâminas silanizadas. As lâminas

seguiram então para os  procedimentos imuno-histoquímicos e histoquímicos.

4.3.1. Imuno-histoquímica para MMP-9 e MMP-2

Para esta análise, as lâminas contendo 3 cortes cada foram desparafinadas

em  xilol,  reidratadas  em  soluções  alcoólicas  decrescentes  (100%  a  70%)  e

submetidas  à  recuperação  antingênica  em  EDTA 1mM  pH  8,0  a  98ºC  por  20

minutos. Depois disso, os cortes foram tratados 3 vezes em peróxido de hidrogênio

a 2% por  15 minutos  cada,  para inibir  a  atividade da peroxidase endógena.  Os

cortes foram lavados em água e 1xPBS (NaCl 137 mM; KCl 2,7 mM; Na2HPO4  4,3
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mM; KH2PO4 1,47 mM, pH 7,4) e incubados em BSA (albumina de soro bovino) 3%

por  1  h  em temperatura  ambiente  para  bloquear  ligações  inespecíficas.  Após  o

bloqueio os cortes foram lavados em PBS e incubados por 14 horas com anticorpos

primários anti-MMP-2 (MAB 13405) e anti-MMP-9 monoclonal (Millipore NG1865055)

ambos nas concentrações de: 1: 250 diluídos em PBS contendo 1% de BSA. Os

cortes  foram  então  lavados  em  PBS  e  incubados  com  anticorpo  secundário

utilizando DAKO (kit Universal LSAB) durante 30 min a 37ºC em cada solução. Após

lavagem em PBS, os cortes foram incubados  em uma solução de 80 ml de PBS

contendo 25mg de  3,3 diaminobenzidina (DAB) (Sigma-Aldrich),  1 ml de  H2O2 20

volumes e 1 ml  de  DMSO. O tempo de reação foi  de  5 minutos,  à temperatura

ambiente.  Os  cortes  foram lavados  em  água  destilada  e  contracorados  com

hematoxilina de Harris por 1 minuto. Após coloração, os cortes foram desidratados e

montados com lamínulas usando Permount. 

Em cada lâmina dois  cortes foram incubados com anticorpo e um corte foi

usado  como  controle  negativo,  omitido  o  anticorpo  primário.  Também  foram

empregados controles positivos  usando cortes de região odontogênica  para cada

anticorpo,  os  quais  foram  submetidos  às  mesmas  condições  dos  cortes

experimentais mas que não são mostrados nos resultados.

4.3.2. Histoquímica para identificação de células

Lâminas contendo cortes de jejuno de ratos com 3, 10, 17, 25 e 32 dias após

o nascimento foram desparafinadas e submetidas à coloração Tricrômico de Masson

para evidenciar grânulos celulares. Após a coloração as lâminas foram desidratadas,

diafanizadas e montadas para análise em microscopia de luz.
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5. RESULTADOS

De acordo com os resultados do zimograma, demonstrados na Figura 7 A, não

houve atividade proteolítica de degradação da gelatina durante o período intrauterino

de 15 e 18 dias. Os resultados da  imuno-histoquímica apresentada na Figura 8 A, B,

D e E nos tempos de 15 e 18 dias de vida intrauterina não evidenciaram a presença de

imuno-marcação para MMP-2 e MMP-9.
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Os resultados da zimografia para os tempos avaliados após o nascimento: 3 e

10  dias (período de amamentação), 17 dias (pré-desmame), 25 dias (desmame) e

32 dias (pós-desmame) são apresentados na Figura 7 A. O teste inibitório para MMP,

serinases e cisteinaes são demonstradas em B, C e D, respectivamente. 

Em todos os tempos avaliados foi possível detectar (Fig. 7A) uma atividade

proteolítica em torno de 90 kDA correspondente ao peso molecular da MMP-9. Por

volta de 72 kDA (que corresponde à MMP-2), apenas uma degradação da banda de

gelatina foi detectada no 32º dia.

No entanto, após o uso da fenantrolina mais EDTA (Fig. 7B), bem como do

PMSF  (Fig.  7C)  que  são  inibidores  de  MMP  e  serinase,  respectivamente,  os

resultados mostraram um efeito inibitório sobre a atividade proteolítica nos níveis de

90 kDA e 72 kDA em todos os tempos avaliados. A iodoacetamida, que é um inibidor

de  cisteinases  (Figura  7  D),  não  foi  capaz  de  inibir  a  atividade  proteolítica  das

amostras do intestino delgado em nenhum tempo avaliado.

Por outro lado, a imuno-histoquímica para MMP-9 e MMP-2 demonstrada na

Figura  9,  corrobora  com  os  resultados  obtidos  anteriormente  pelo  método  de

zimografia. A MMP-2 não foi detectada em nenhum dos tempos avaliados (3º, 10º,

17º, 25º e 32º dia) como mostrado na Figura 9, em A, B, C, D e G. A MMP-9, no

entanto, foi imunolocalizada no citoplasma das células caliciformes nas vilosidades

( seta - Fig 9 F' e G’), no 3º e 10º dia, mas não nos próximos 17º, 25º e 32º dias

avaliados. A MMP-9 também foi detectada no citoplasma das células presentes no

tecido conjuntivo, localizadas abaixo do epitélio das vilosidades, em todos os tempos

avaliados na vida pós-natal, conforme indicado pelas cabeças de setas na Figura 9,

das imagens F’, G’, H’, I’ e J’.

Para  identificar  quais  células  expressavam  MMP-9  na  lâmina  própria,  foi

realizada uma coloração de Tricrômico de Masson, que  mostrou a presença de

mastócitos (cabeças de setas) distribuídos no centro das vilosidades, próximo às

células  epiteliais  e  ao  redor  das  glândulas  mucosas.  Os  mastócitos  não  foram

identificados com 3 dias de vida, mas apenas a partir do 10º dia após o nascimento

(Fig. 10 de A-E).
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Figura 9: Imuno-histoquímica no jejuno de ratos para MMP-2 (A-E), e MMP-9 (F-J’) nos tempo 
após o nascimento: 3, 10, 17, 25 e 32 dias. Controle negativo da reação ( F”- J”). Células do 
conjuntivo marcadas próximo ao epitélio (cabeças de seta), células caliciformes marcadas  (setas).
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25 dias 32 dias

A B

C

D E

C'

17 dias 17 dias

3 dias 10 dias

Figura. 10 - Fotomicrografia de mastócitos na lâmina própria do jejuno. 3 dias (A ), 10 dias (B), 17 
dias (C e detalhe C' ),  25 dias (E) e 32 dia (F) após o nascimento. Mastócitos (cabeça de seta). 
Coloração Tricrômico de Masson.
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6. DISCUSSÃO

O intestino delgado é um órgão vital para a homeostase dos sistemas do corpo,

porque todos os nutrientes, essenciais para o metabolismo celular, são absorvidos

pelo organismo no intestino delgado, além desse órgão constituir uma barreira entre

o lúmen intestinal e o restante do corpo (DE MEY e FREUND, 2013). No entanto,

durante todas as fases de desenvolvimento, o intestino delgado está sob influência

dos fatores externos, sendo os principais a luz e o alimento (SOARES et al., 2009).

Em mamíferos,  o  primeiro  alimento  após o  nascimento  é  o  leite,  e  essa fase é

definida como fase de amamentação, que no rato termina em torno do 17º dia de

vida pós-natal. Após esse período, o animal passa para a fase de desmame, quando

o hábito alimentar se diversifica, resultando em várias adaptações quanto às funções

morfofisiológicas do intestino delgado que são definidas para a sua funcionalidade

na vida adulta. 

Por  outro  lado,  neste  trabalho  investigamos,  durante  o  desenvolvimento  do

intestino delgado de ratos, desde a vida intrauterina até a idade adulta, como era o

perfil  da atividade e expressão da gelatinase A (MMP-2) e gelatinase B (MMP-9).

Sabe-se que a MMP-2 e a MMP-9 estão envolvidas no processo de remodelação e

sinalização na matriz extracelular, como a modulação dos fatores de crescimento

biológico durante o crescimento,  bem como a proliferação celular  em um reparo

normal  do  tecido  ou  durante  a  progressão  de  várias  doenças  degenerativas

(STAMENKOVIC 2003; PHILLIPS et al., 2017; NAWAZ et al., 2018). Para realizar

essas funções, as MMPs são ativamente expressas por diferentes tipos celulares,

como  queratinócitos,  células  endoteliais,  fibroblastos,  condroblastos,  células  do

sistema  imune  e  células  de  Schwann  (CHATTOPADHYAY e  SHUBAYEV  2009;

ZAMBUZZI et al., 2009; VAILLANT et al., 2003).

Durante o desenvolvimento dos órgãos, a expressão de MMPs foi demonstrada

em diferentes modelos animais (QUICK et al., 2012; FENG et al., 2012; JAFARI et

al., 2010). No entanto, quanto à expressão de MMPs durante o desenvolvimento de

intestino  delgado  de  mamíferos  (da  fase  intrauterina  até  a  idade  adulta),  as

descrições ainda são escassas.  Camargo et  al.,  (2016) demonstraram que MT1-

MMP (uma MMP ancorada na membrana celular) é expressa pelas células epiteliais

do  intestino  delgado,  durante  todas  as  fases  da  vida  intra-uterina  e  pós-natal.
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Portanto, hipotetizou-se  que a MMP-2 e a MMP-9 também poderiam ser expressas

durante a morfogênese do intestino delgado no epitleio intestinal, considerando as

fases  intrauterina,  de  amamentação  e  de  desmame,  que  são  descritas  como

importantes janelas morfofuncionais do desenvolvimento intestinal. Em especial, a

demonstração anterior da  presença da MT1-MMP sugere uma possível expressão

de MMP-2, pois a MMP-2 só é ativada na presença do MT1-MMP (MURPHY et al.,

1999).

Ao contrário da MT1-MMP evidenciada anteriormente no epitélio intestinal em

todas as idades avaliadas (CAMARGO et al,  2016),  os resultados obtidos  nesse

trabalho  mostraram  que  não  há  expressão  da  MMP-2  e  MMP-9  pelas  células

epiteliais  do  intestino  delgado  nas  fases  de  vida  intrauterina  avaliadas.  Esse

resultado indica que estas gelatinases (MMP-2 e MMP-9)  diferentemente da MT1-

MMP  parecem  não  ter  papel  relevante  durante  a  morfogênese  do  epitélio do

intestino  delgado durante  a  vida  intrauterina.   Embora  após  o  nascimento,  no

zimograma  houvesse  uma  degradação  da  banda  de  gelatina  correspondente  à

MMP-2, esta MMP não foi detectada por imuno-histoquímica no epitélio em nenhum

dos tempos avaliados. Entretanto, o zimograma mostra uma atividade de MMP-9 e

após a imuno-histoquimica ela foi  localizada de forma mais evidente apenas nas

células presentes na lâmina própria. Portanto, os resultados obtidos mostraram que

a MMP-2 e MMP-9 não estão presentes em nenhuma das fases do desenvolvimento

do  intestino  delgado  avaliadas  no  trabalho  e,  considerando  o  trabalho  anterior

descrito  por  Camargo et.al  (2016),  sugere-se que a MT1-MMP pode ter  o  papel

principal durante o remodelamento da camada epitelial do intestino delgado.

Com relação à  expressão de MMP-9,  esta foi  detectada no zimograma em

todos os tempos avaliados,  entretanto,  quando as amostras foram submetidas a

diferentes  inibidores,  o  resultado  mostrou  uma  inibição  efetiva  para  MMP  e

serinases,  mas não para cisteinases.  Ao contrário  do que hipotetizamos,  que as

MMPs  poderiam  ser  expressas  pelas  células  epiteliais,  a  imuno-histoquímica

mostrou apenas a presença das MMP-9 nas células caliciformes mas não em todas

as células epiteliais. A MMP-9 foi detectada também em células presentes na lâmina

própria.  Os  resultados  adicionais  obtidos  para  identificar  quais  células  estavam
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expressando  MMP-9  na  lâmina  própria  mostram  a  presença  de  mastócitos

coincidindo com as células marcadas para MMP-9 na imuno-histoquímica.

De  fato,  a  MMP-9  já  foi  descrita  como  uma  das  várias  moléculas

farmacológicas sintetizadas pelos mastócitos, incluindo a quimase e a triptase (duas

serinases), que são as principais proteínas presentes nos grânulos dos mastócitos

(KATUNUMA e KIDO, 1988; LEES et al., 1994). Essas enzimas também atuam na

degradação de componentes estruturais da matriz extracelular, como o colágeno IV.

Também  foi  demonstrado  que  a  quimase  dos  mastócitos  está  envolvida  na

permeabilidade  das  células  epiteliais,  alterando  a  distribuição  das  proteínas  das

junções  de  oclusão  (SCUDAMORE  et  al.,  1988).  Portanto,  a  presença  dessas

serinases nos mastócitos pode explicar porque o teste inibitório com PMSF mostrou

inibição, bem como, pode explicar a presença de várias células com características

de  mastócitos  marcadas  para  MMP-9  localizadas  próximas  às  células  epiteliais,

observadas no presente estudo.

Até  o momento, várias funções biológicas para a presença de mastócitos na

parede gastrointestinal de animais adultos foram relatadas, como reações alérgicas

a alimentos, contração do músculo liso e peristaltismo, secreção de ácido, eletrólitos

e mucinas pelas células epiteliais, além de defesa do hospedeiro contra bactérias,

vírus ou parasitas (BISCHOFF, 2009). Além disso, nos últimos anos, o papel dos

mastócitos e de suas moléculas farmacológicas sobre os efeitos inflamatórios, bem

como  na  imunidade  adaptativa  e,  especialmente  na  inata,  tem  sido  discutido

(PEJLER  et  al.,  2010;  DOUAIHER  et  al  2014;  CARDAMONE  et  al.,  2016;

PASTWIŃSKA  et  al  2017;  XU  et  al.,  2018).  A  ativação  da  pró-MMP-9  foi

demonstrada in vitro na presença da mastócito-protease-4 de camundongo (mMCP-

4) obtida de cultura derivada da medula óssea (TCHOUGOUNOVA et al., 2005; LIN

et al., 2011) o que indica um papel relevante da expressão de MMP-9 nos mastócitos

presentes na lâmina própria do intestino delgado.

Entretanto, apesar do conhecimento existente sobre mastócitos e sua presença

em vários órgãos, incluindo o intestino delgado, não foi  encontrado, até a escrita

deste trabalho, nenhum relato sobre a presença dos mastócitos considerando as

fases do desenvolvimento do intestino delgado confome mostrado nesse estudo.

Como mastócitos expressando MMP-9 foram detectados a partir do 10º dia após o
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nascimento, sugerimos que essa MMP possa estar envolvida no remodelamento da

da matriz extracelular mas principalmente na defesa imunológica inata confome já

descrito  em  outros  trabalhos,  no  caso  de  processos  inflamatórios,  porém,  essa

hipótese ainda precisa ser confirmada em experimentos futuros.
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7. CONCLUSÃO

Podemos concluir que, em relação ao desenvolvimento do intestino delgado de

ratos:

-  A MMP-2  e  a  MMP-9  não  foram  expressas  no  15º  e  18º  dia  de  vida

intrauterina.

-  A MMP-2  não foi  expressa  em nenhuma das fases pós-natais  estudadas

nesse trabalho.

-  A MMP-9  é  expressa  nas  células  caliciformes  e  em  mastócitos  após  o

nascimento.

- As metaloproteinases MMP-2 e -9 parecem não ter uma relação direta com a

morfogênese do intestino delgado nas fases estudadas nesse trabalho.
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